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Listeriaa tavataan maaperdssa, vedessa ja eldimissa lahes kaikissa eldinlajeissa. Sita ta-
vataan mygs oireettomilla, terveilld ihmisilla suolistossa. Listeria monocytogenes on pato-
geeninen seka ihmisille etta elaimille. Se voi aiheuttaa keskenmenoja raskaana oleville
naisille seka keuhkokuumetta vanhuksille ja pikkulapsille. Listeria on Iyhyt gram-
positiivinen sauva, katalaasipositiivinen ja oksidaasinegatiivinen.

Opinnaytety6 tehtiin Saarioinen Oy:lle. Ty6n tavoitteena oli ottaa kayttoon listeriabakteeri-
en uusi LPT-tutkimusmenetelmd, jonka avulla saataisiin tulokset nopeammin ja vahemmal-
l& tybajalla kuin aikaisemmin. Menetelman kehittdminen koostui erillisista parametreista,
joilla tarkasteltiin menetelméan oikeellisuutta, maaritysrajaa, spesifisyytta seka herkkyytta.
Menetelméan ulkoinen patevyys on osoitettu osallistumalla SLV:n jarjestamiin vertailukokei-
siin.

Listerian toteamisessa LPT-menetelmalla kaytettiin yksivaiheista rikastusta. Naytteet tutkit-
tiin MiniVidas-immunoanalysaattorilla, joka on ELISA-pohjainen menetelma ja perustuu
immunofluoresenssiin. Positiivisiksi todetuista naytteista tehtiin siirrostus ALOA-maljalle.
Tyypillisistd pesékkeista tehtiin puhdasvilielmét naudan veriagarille ja tyypilliset pesakkeet
varmennetaan API Listeria -testilla ja tarvittaessa gram-varjayksella

Opinnaytetyssa suoritettiin kevyempi osittainen validointi, jonka tarkoituksena oli osoittaa
menetelman toimivuus. Menetelmé on jo kansainvalisissa tutkimuksissa validoitu ja stan-
dardoitu. Validoinnin perusteella testattua Listerian tutkimismenetelmaa voidaan pitaa
patevana osoittamaan Listeria spp -bakteerit erilaisista elintarvike- ja ymparistonaytteista.

Avainsanat Listeria, L. monocytogenes, miniVIDAS, LPT
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Listeria can be found in soil, water, and in almost any species of animals. It can also be
carried by healthy, symptomless humans in their intestines. Listeria monocytogenes is
pathogenic for both humans and animals causing miscarriages as well as pneumonia in
elderly people and little children. Listeria is a short Gram-positive rod-shaped bacterium,
catalase-positive and oxidase-negative, and it hydrolyzes esculin.

The objective of the thesis was to introduce a new VIDAS method of researching Listeria
spp bacteria, which would help to get the results faster and more efficiently than before.
The validation consisted of separate parameters that examined authenticity, detection limit,
specificity and sensitivity of the method. The external validity of the method has been au-
thenticated by taking part in comparative tests arranged by SLV.

Single-stage enrichment was applied when using the LPT method for detecting listeria. A
ready-to-use LPT liquid was used in the enrichment process. After incubation, the concen-
trate was analyzed in a VIDAS run. The samples were examined using the MiniVidas im-
muno analyzer, which is an ELISA-based method, and is based on immunofluorescence
antibody detection.

For positive samples, an inoculation was performed on a solid and selective growth medi-
um that includes an indicator system. Pure cultures were made of typical colonies on a
cattle blood agar. Typical colonies were confirmed by using the API Listeria test, and Gram
dyeing, when necessary.

A simpler, partial validation was performed to prove the operability of the method. The
method has already been validated and standardized in international researches. Accord-
ing to the validation, the tested research method of listeria can be regarded as a valid way
to identify Listeria spp bacteria in different kinds of grocery or environmental samples.

Keywords Listeria, L. monocytogenes, MiniVIDAS, LPT
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1 Johdanto

Opinnaytety0 tehtiin Saarioinen Oy:n laadunohjauksen laboratoriossa kesalla 2013.
Saarioisella on tuotantolaitoksia Suomessa kaiken kaikkiaan nelja; Sahalahdessa, Huit-
tisissa, Jyvaskylassa ja Valkeakoskella. Tuotantolaitosten mikrobiologiset naytteet tut-

kitaan keskitetysti Sahalahden laboratoriossa.

Saarioisella on ollut kaytdssa Listeria spp -bakteerin Vidas LIS-tutkimusmenetelma jo
vuosia ja se on ollut akkreditoituna elintarvike- ja tuotantoymparistonaytteille vuodesta
2010 alkaen. Menetelma on standardin 1SO 11290-1 (1996) + muutoslehti (2005);
BioMerieux Vidas-ohje (AFNOR 1999) mukainen.

Opinnaytetyon tavoitteena oli ottaa kayttoon listeriabakteerien uusi tutkimusmenetelma,
jonka avulla saataisiin tulokset nopeammin ja vAhemmalla tydajalla kuin aikaisemmin.
Menetelmén kehittdminen koostui erillisistd parametreista, joilla tarkasteltin menetel-
man oikeellisuutta, maaritysrajaa, spesifisyytta sekd herkkyyttd. Menetelman ulkoinen

patevyys on osoitettu osallistumalla SLV:n jarjestamiin vertailukokeisiin

Listerian toteamisessa LPT-menetelmalla kaytetddn yksivaiheista rikastusta. Inkuboin-
nin jalkeen rikaste analysoidaan VIDAS-laitteistolla. Positiivisiksi todetuista naytteista
tehdaan siirrostus kiintealle, valikoivalle, indikaattorisysteemin sisaltavalle elatusaineel-
le. Tyypillisista pesakkeista tehdaén puhdasviljelméat. Tyypilliset pesakkeet varmenne-
taan API Listeria -testilla ja tarvittaessa gram-varjayksella.

Uutta LPT-menetelmaa kayttamalla tulokset saadaan valmiiksi 48 tuntia aikaisemmin
kuin kaytdssa olevalla LIS-menetelmalla. LIS-menetelmassa kaytetddn kaksivaiheista

rikastusta, ja siten tutkimuksessa kuluu useampi paiva.
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2 Listeria monocytogenes

2.1 Historia

Listerioosi on Listeria monocytogenes -bakteerin aikaansaama sairaus, joka on ollut
julkisesti tietoisuudessa vasta 1960-luvulta [&htien, vaikka se tunnettiin jo 1910-luvulla.
Listerioosia voi esiintyd seké elaimilla ettd ihmisilla. Se on harvoin esiintyva sairaus,
mutta kuitenkin vaarallinen. Heikentyneen vastuskyvyn omaaville se voi aiheuttaa epi-

demioita ja tyypillisesti infektion lahteena ovat elintarvikkeet.

Vuonna 1911 Ruotsalainen Gustav Hulphers 16ysi kaniinin maksasta gram-positiivisen
bakteerin, jonka han nimesi Bacterium hepatis -bakteeriksi. 15 vuotta mydhemmin
E.G.D Murray l0ysi samanlaisen bakteerin kaniineista, ja havaitsi valkosolujen mono-
syyttien lisaantyvan veressa. Bakteerin nimeksi hdn antoi Bacterium monoytogenes.
Vuonna 1929 Tanskalainen Nyfeldt I6ysi bakteerin potilaalta. Vuonna 1927 Harvey
Pirie antoi bakteerille nimen Listerella Joseph Listerin mukaan. My6hemmin viimein
bakteerin nimeksi tuli Listeria monocytogenes. Kuvassa 1 on elektronimikroskooppiku-

va flagellaisesta L. monocytogenes -bakteerista. [1, s. 55.]

Kuva 1. L. monocytogenes on gram-positiivinen sauva.

Listerioita tunnetaan kaikkiaan kuusi eri lajia: L. monocytogenes, L. innocua, L.
ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri ja L. grayi. L. monocytogenes on néista ainoa pato-
geeni, joka aiheuttaa ihmisilla sekéa eldimilla tauteja. L. ivanovii on lahinna lammaspa-
togeeni, jonka epaillaan aiheuttavan hyvin harvoin sairauksia ihmisille. Muut listerialajit
eivat aiheuta sairauksia ihnmisille. [2, s. 63.]
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2.2 Ominaisuudet, kasvuolosuhteet ja esiintyvyys

L. monocytogenes -bakteeria esiintyy maaperéssa, luonnonvesissa, jatevesissa, kas-
veissa, rehuissa seka eldinten ja ihmisten suolistossa. Elaimet voivat toimia joko listeri-
an oireettomina kantajina tai bakteeri aiheuttaa niissa taudin. L. monocytogenes kas-
vaa hapellisissa ja myds hapettomissa olosuhteissa. Se sietda suuria suolapitoisuuksia
ja pystyy kasvamaan jopa 25 %:n suolapitoisuudessa. Se voi sdilya vuosia kuivatuissa
ja pakastetuissa elintarvikkeissa. L. monocytogeneksen kasvuvaatimukset on koottu
taulukkoon 1. [3, s. 56.]

Taulukko 1. L. monocytogeneksen kasvuvaatimukset. [ 3, s. 13.]

Olosuhteet Kasvualue

Lampdétila -0,4-44TC

pH 4,1-9,6

Vesiaktiivisuus <0,92

NaCl %, estaa kasvun > 10,0 %

O, Hapeton ja hapellinen ymparisto

2.3 Patogeenisyys

L. monocytogenes on patogeeninen ymparistdbakteeri, joka on erityisen kestava han-
kalissakin olosuhteissa. Listeria on lyhyt grampositiivinen sauva, jonka halkaisija on 0,5

pum ja pituus 0,5 - 2,0 um.

L. monocytogenes kykenee lisaantyméaéan jadkaappilampoétiloissa, mik& on haasteellista
elintarvikkeiden sailytykselle. Se saattaa aiheuttaa vastustuskyvyltaan heikentyneelle
henkildlle aivokalvotulehduksen tai verenmyrkytyksen seka raskaana olevalle naiselle

keskenmenon. Noin 1 - 5 %:lla ihmisista bakteeria l6ytyy ulostenaytteista.

Listerioosiin sairastuu vuosittain 20 - 60 henkilda, suurin osa sairastuneista on ollut yli
70-vuotiaita. Listerioosi ilmenee raskaana olevilla kuumetautina, joka muistuttaa taval-
lista influessaa ja voi johtaa ennenaikaiseen synnytykseen tai keskenmenoon. Terveille

henkiltille listerioosi voi aiheuttaa suolisto-oireita, kuten pahoinvointia, vatsakipuja,
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paansarkya ja kuumetta. Se voi olla my6s oireeton. Kuvassa 2 on ilmoitetut listeri-

oositapaukset vuosilta 2000 - 2011 tartuntatautirekisterissa. [4.]
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Kuva 2. Tartuntatautirekisteriin ilmoitetut listerioositapaukset 2000 - 2011. [15.]

2.4 Esiintyvyys elintarvikkeissa

2000-luvulla listerioosi on ollut neljanneksi yleisin elintarvikkeista saatu tartunta Suo-
messa. L. monocytogenestd ilmenee pienina pitoisuuksina pastéroimattomassa mai-
dossa, lihavalmisteissa, kalavalmisteissa, kasviksissa ja valmisruuissa. Listeria-
bakteerien maara ei saa ylittaa 100 pmy/g viimeisena kayttépaivand, mika on lakisaa-

teinen raja-arvo. [4.]

Listeria pystyy sadilymdan hyvin elintarvikkeiden valmistustiloissa ja saastuttamaan
valmiita tuotteita ennen niiden pakkaamista. L. monocytogeneksella on ominaisuuksia,
jotka tekevat siitd vaikean torjuttavan elintarviketeollisuudessa. Bakteeria esiintyy usein
tuotantotilojen lattiakaivoissa, pinnoilla ja paikoissa, joissa on orgaanista jatetta.
Useimmiten tuotteet kontaminoituvat pinnoilta, joiden kanssa elintarvikkeet ovat kon-

taktissa.
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Listeriaa esiintyy noin 4 - 5 %:ssa raakamaidoista. Yleisyys pehmeissé juustoissa on
mittavampi. Pastorointiprosessi tuhoaa listeriabakteereita 72 ‘C:ssa. Jos tuotantoympa-
ristdosta lahtdisin oleva L. monocytogenes on jalkisaastuttanut valmiin tuotteen, sita
voidaan todeta myds kuumennetuista tuotteista. Jalkisaastumisen vaara on sitéd suu-
rempi, mitd enemman valmiita tuotteita valmistuksen jalkeen kasitellaan. Aikaisempi L.
monocytogenes -kanta voi kunnon pesusta riippumatta sailyd tuotantolaitoksessa mo-

nia vuosia saastuttaen ajoittain tuotteita. [2, s. 64.]

Véahaisen lisdaineiden ja suolapitoisuuden suosiminen, uudet pakkaustavat seka myyn-
ti- ja kylméketjujen pidentyminen vaikuttavat listerian sailyvyyteen ja lisdantyvyyteen
riskielintarvikkeissa. Valmisruuat on usein pakattu vakuumiin tai muunnetun ilmakehan
pakkauksiin, mikd mahdollistaa listerian kasvun. Tallaisia riskielintarvikkeita ovat kuu-
mentamatta syotavaksi tarkoitetut tuotteet, kuten tyhjibpakatut, graavisuolatut ja kyl-
masavustetut kalatuotteet. Erilaisia pehmeitad tuore- ja homejuustoja pidetdan myos
riskielintarvikkeina. Riskielintarvikkeista erityisesti tyhjibpakattuja kalastustuotteita on
tutkittu Suomessa, silla niistd on l6ydetty L. monocytogenes -bakteereja. Naista ja liste-
rioosipotilaista on vuosittain toistuvasti todettu identtisiA L. monocytogenes -
genotyyppeja Eviran ja THL:n kantakokoelmiin tulleiden kantojen vertailussa. Tutki-
muksista ilmenee, etta bakteeri on yleistynyt suojakaasu/tyhjiopakatuissa, kylmasavus-

tetuissa seké graavisuolatuissa kalatuotteissa. [2, s. 64; 3, s. 58 - 59.]

2.5 Valvonta

Sellaisenaan syo6taviin elintarvikkeisiin suunnataan viranomaisvalvontaa. Erityisesti
valvotaan sellaisia elintarvikkeita, joissa listeria saattaa kasvaa, seké imevaisille ja eri-
tyisiin laakinnallisiin tarkoituksiin tarkoitettuja valmisteita, koska L. monocytogenes voi
vaarantaa terveyden. Valvontaa kohdistetaan ennen kaikkea kyseessé olevia tuotteita

valmistaviin tehtaisiin ja elintarvikelaitoksiin.

L. monocytogenes -bakteeria koskevat vaatimukset sellaisenaan syotaville elintarvik-
keille on sdadetty Komission asetuksen (EY) No 2073/2005 Elintarvikkeiden mikrobio-
logiset tutkimukset, muutettu komission asetuksella (EY) Nro 1441/2007 mukaan. Raja-

arvot tuotteille on koottu taulukkoon 2. [3, s. 63.]
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Taulukko 2. Markkinoilla olevien tuotteiden raja-arvot. [3, s. 63.]

Sellaisenaan syotavét elintarvikkeet, jotka on tarkoitettu imevéisille ja | ei todettu/25 g

erityisiin laakinnallisiin tarkoituksiin.

Muut kuin imevdisille tai erityisiin [&akinndllisiin tarkoituksiin tarkoitetut | 100 pmy/g viimei-
sellaisenaan syotavat elintarvikkeet, joissa L. monocytogenes voi kas- | sena kayttopaiva-

vaa. na

Muut kuin imevéisille tai erityisin l&akinnallisiin tarkoituksiin tarkoitetut | 100 pmy/g

sellaisenaan syotavat elintarvikkeet, joissa L. monocytogenes ei kasva.

Tuotteita valmistavien tehtaiden on laadittava naytteenotto- ja tutkimussuunnitelma
osana omavalvontasuunnitelmaansa. Naytteenotto ja mikrobiologiset tutkimukset teh-
daan Eviran antaman ohjeen mukaan [12.] Ohjeessa suositellaan naytteenottotiheyksia
listeriavalvontaan. Jos havaitaan listeriaa, valmistajien pitda ottaa listerianaytteita tuo-
tantoymparistosta ja -laitteista. Lisdksi turvallinen myyntiaika maaritetdan, eika vaati-

mus enintdan 100 pmy/g saa ylittya. [3, s. 63 - 64.]

Vahittaismyyntipaikoissa pidetddn huoli, ettd myynti- ja tarjoiluajat seka sailytysolosuh-
teet vastaavat vaatimuksia. Kun vahittaismyynnissé on sellaisenaan sy0tavia tuotteita,
joissa listeria voi kasvaa, pitda tehda listeriatutkimuksia ja naytteenottoa ohjeen mukai-
sesti. Muun muassa auditoinnilla, tarkastuksilla ja seurannalla valvotaan, tayttavatko

sellaisenaan syotavat elintarvikkeet lainmukaiset vaatimukset. [3, s. 64.]
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3 VIDAS

3.1 MiniVIDAS

3.1.1 Laitteen rakenne ja toiminta

MiniVIDAS (BioMeriéux) on suppeampi versio VIDAS-jarjestelmassa. Siind on sisdan-
rakennettu tietokone ja tulostin. Laitteessa on kaksi osaa ja yhteen osaan mahtuu kuusi

naytettd, eli yhdella ajolla voi tutkia 12 naytettd. (Kuva 3.)

la: B
PTIN

— =i, -

Kuva 3. MiniVidaksessa on paikat 12 naytteelle.

Jokaisella analyysilla on taydellinen jaljitettavyys (viivakoodi, taydellinen testiraportti).
Laitteella kaytetaan vain valmiskitteja. Analyysi on automatisoitu kokonaan naytteen
asettamisesta tulosten raportointiin. [5.]

Reagenssiliuskat

Reagenssliuska koostuu kymmenesta foliolla peitetysta ja merkitysta kaivosta. Liuskan

tunnus luetaan viivakoodista, joka kertoo maarityksen koodin, laatikon erdnumeron ja
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viimeisen kayttdpaivan. Ensimmaisessa kaivossa on valmiiksi naytteelle tehty aukko.
Liuskan viimeisessa kaivossa on kyvetti, jossa fluorometrinen mittaus suoritetaan. Kes-
kella olevat kaivot sisltdvat reagensseja, joita maarityksessé vaaditaan. Kun ajo on

ohi, liuska nesteineen on turvallista havittaa tavallisiin jatteisiin. [6, s. 20.]

SPR-karki

SPR (Solid Phase Receptacle) -karki on pipetiksi muotoiltu, ja se on valmistettu poly-
propeenista ja polystyreenistd. Karjen sisédinen pinta on paallystetty antigeenilla, joka
nappaa proteiineja, viruksia, bakteereja ja kokonaisia soluja. Laite automaattisesti kier-
rattdd reagensseja sisdan ja ulos SPR:std useassa analyysin osassa huolehtiakseen
lisdéntyneesta pintakosketuksesta, generoidakseen laajennettua nestesekoitusta tai

siirtaéékseen nesteité kaivosta toiseen. [6, s. 21.]

3.1.2 Antigeenidetektio

Naytetta pipetoidaan edestakaisin karjestd, jotta kohde saadaan sidottua karjen sisaan.
Kaivossa oleva pesuliuos poistaa karjesta sitomattoman naytteen. Seuraava reagens-
sikaivo sisaltda entsyymikonjugoitua vasta-ainetta kohdeorganismille. Vasta-aine sitou-
tuu kohdeorganismin muodostaen sandwich-rakenteen (vasta-aine-antigeeni-vasta-
aine-kompleksi). Toinen pesukierros poistaa sitoutumattoman konjugoidun vasta-
aineen. Seuraavaksi annostellaan substraatti ja mikéli vasta-aine-antigeeni-vasta-aine-
kompleksi on muodostunut, niin entsyymireaktion lopputuote fluoresoi. Viimeisessa
vaiheessa seos siirretdan optiseen kyvettiosaan, jossa fotodiodi tunnistaa fluoresens-

sin. ELISA-pohjaisen menetelman periaate selitetdaan kuvassa 4. [6. s, 24.]

CAPTURE SANDWICH ASSAY DETECTION

BT ce
oY O ospha®
antibod Cones

Sandwich 0alk®

' _
- i P ‘
‘ AntEe” g
o t€

Kuva 4. ELISA-pohjaisen menetelmé&n toimintaperiaate.
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3.2 LPT-testikitti

3.2.1 Maarityksen suorittaminen

VIDAS Listeria LPT on immunofluoresenssiin perustuva maaritysmenetelma listeria-
antigeenien havaitsemiseksi. LPT-testikitti sisaltaa 60 LPT-liuskaa ja karke&, standar-
din seka positiivisen ja negatiivisen kontrollin. SPR-karjet on paallystetty vasta-aineilla
listeriaa kohtaan. Maarityksen kaikki reagenssit ovat heti kayttdvalmiita ja annosteltu
sinetdityihin reagenssiliuskoihin. Kaikki maarityksen vaiheet MiniVidas-laitteisto suorit-

taa automaattisesti.

VIDAS-analyysia varten naytteen rikastuslientd annostellaan reagenssiliuskaan. Nayt-
teessa olevat mahdolliset antigeenit sitoutuvat SPR-kérjen listeria-vasta-aineisiin. Si-
toutumattomat naytteen komponentit pestaan pois. Alkalisella fostataasilla konjugoidut
vasta-aineet Kiinnittyvat sellaisiin listeria-antigeeneihin, jotka ovat sitoutuneet SPR-

seinan vasta-aineisiin.

Viimeinen pesuvaihe poistaa sitoutumattoman konjugoidun vasta-aineen. Viimeisen
maaritysvaiheen aikana substraattia (4-metyyliumbelliferyylifosfaattia) kierratetddn si-
saan ja ulos SPR-karjesta. Vasta-aineeseen kytketty entsyymi katalysoi substraatin
hydrolyysia fluoresoivaksi tuotteeksi. Syntyva fluoresenssi mitataan aallonpituudella
450 nm.

Maarityksen lopussa MiniVidas alanysoi tulokset automaattisesti ja kullekin naytteelle
luodaan testiarvo. Tatéa arvoa verrataan sisaisiin kynnysarvoihin ja kukin tulos tulkitaan

positiiviseksi tai negatiiviseksi. [7.]

3.2.2 Tulosten tulkinta

Fluoresenssi mitataan kahdesti jokaisesta testatusta naytteesta. Ensin mitataan tausta.
Toinen mittaus tehdaan substraatin inkuboinnin jalkeen. Suhteellinen fluoresenssiarvo,
RFV, lasketaan vahentdmalla tausta lopullisesta tuloksesta. Taulukossa 3 on kyn-

nysarvot ja niiden tulkinta.
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MiniVidaksella lasketaan RFV-arvot seuraavasti:

sampleRFV
standardRFV

Testvalue =

Taulukko 3. Kynnysarvo ja tulkinta.

Testiarvo Tulkinta
<0.1 Negatiivinen
>20.1 Positiivinen

Tulokseksi saadaan testiarvo. Mikali arvo on suurempi tai yhta suuri kuin kynnysarvo,

niin naytteestaa on loytynyt listeriabakteereita.

Jos tuloksen testiarvo on pienempi kuin kynnysarvo, naytteessa ei ole listeria-

antigeeneja tai naytteen sisaltama listeria-antegeenipitoisuus on alle maaritysrajan. [8.]

3.3 LPT-liemi

LPT-liemi mahdollistaa listerian selektiivisen rikastuksen ruokatuotteista ja tuotantoym-
pariston puhtausnaytteista (pintanaytteet) kayttamalla VIDAS LPT-menetelm&a. LPT-

lientd kaytetddn vain VIDAS-analyysissa. Liemen koostumus perustuu puolifraseriin.

LPT-liemi on ravinteikas kasvualusta, joka siséltaa erilaisia peptoneita. Liemi on pusku-
roitu, jotta pH sailyisi neutraalina, mika suosii listerialajien lisdéntymista. Muiden mikro-
organismien selektiivisyys (valikoivuus) on toteutettu litiumkloridillla, akriflaviinilla seka
nalidiksiinihapolla, jotka estavat muiden mikrobien kasvun. LPT-liemen koostumus on

esitettyna liitteessa 2. [9.]

3.4 Naytteiden valmistaminen

Naytetta laitetaan aseptisesti 25 g Stomacher-homogenisointipussiin ja kaadetaan 9-

kertainen mé&ara LPT-lienta. Ymparistonaytteena olevan liinan paélle kaadetaan sopi-

y =
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van verran LPT-lientd. Naytteet homogenoidaan Stomacher-laittella, paitsi linanayte,
joka puristellaan ka&sin. Tuotenaytteet inkuboidaan 26 - 30 h +30 °C:ssa. Puhtausnayt-
teité4 inkuboidaan 22 - 30 h +30 °C:ssa. Inkuboinnin jalkeen pusseja sekoitellaan viela

kasin. Kuvassa 7 on koko tyén suoritus.

VIDAS-analyysia varten pipetoidaan 500 pl rikastuslientd LPT-liuskan naytekaivoon ja
liuskaa kuumennetaan Heat and Go -laitteella (kuva 5) 5 = 1 min 131 °C:ssa. Liuskan

annetaan jaahtya vahintddn 10 min, jonka jalkeen sen voi asettaa MiniVidas-

laitteeseen analysointia varten. [7.]

Kuva 5. VIDAS-analysointiliuskojen Heat and Go -lammityslaite.

Heat and Go -laitetta kaytettdessd on huomioitava, ettei silla voi kuumentaa muna-
tuote- tai siipikarjanayteitd. Sen kayttd voi aiheuttaa saostumista tai koaguloitumista,
jotka kumpikin voivat johtaa vaardaan negatiiviseen tulokseen. Tama ilmio johtuu siita,
ettd LPT-menetelméssad kaytetddn vain yhta rikastuslientd toisin kuin LIS-
menetelmassa, jossa on kaksi rikastuslientd, ja siirto toiseen rikastusliemeen liuottaa
naytteen (kanamuna/siipikarja) ja nain vahentaéa koaguloitumista tai saostuman muo-
dostumista. Munatuotteet ja siipikarjanaytteet voidaan kuitenkin kuumentaa vesihau-

teella.

|
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Mikali VIDAS-ajon tulos on positiivinen, tehdaan rikastusliemesta varmistusviljely (ri-
kastuslientéd voidaan sailyttda 2 - 8 °C:ssa, mutta viljely on aloitettava 72 h sisallla in-
kuboinnista) ALOA-agarille hajotusviljelyn&. Maljaa inkuboidaan 48 + 4 h 37 °C:ssa. [7.]
ALOA-agarilla tyypilliset pesakkeet ovat sinivihreitéa ja L. monocytogenes -pesakkeen

ymparilla on saostumavydhyke. Kuvassa 6 on ALOA-malja, jossa kasvaa L. monocyto-

genes -pesakkeitd. ALOA-agarin koostumus on liittessa 1.

Kuva 6. L. monocytogenes -pesdkkeet ovat ALOA-maljalla sinivihreitd ja niiden ymparilla

on saostumaa.

Tyypillisista pesékkeista tehdaan viisi puhdasviljielmaa yhdelle verimaljalle sektoreittain.
Jos ALOA-maljalla on vAhemman kuin viisi tyypillistd pesékettd, otetaan varmistukseen
ne kaikki. Maljoja inkuboidaan 24 + 2 h 37 °C:ssa ja puhdasviljelmista tehdaan gram-

varjays ja tarvittaessa API-testi.

ALOA-agarin valmistajan mukaan agarilla ei kasva muut kuin listeria-suvun bakteerit
seka jotkut Bacillus cereus-suvun bakteerit. B. cereus-suvun bakteerit kasvavat epa-
tyypillisen epasymmetrisina ja ne voivat olla variltdnsa valkoisia tai sinisia, seka niiden
ymparilla on suuri halo. Validoinnin kolme matriisia sisaltavat itsessaan taustaflooraa,
ja matriiseista tutkittiin kokonaisbakteerit. Jos maljoilla kasvaa muita kuin listeria-
bakteereita ja varmistustestit osoittavat, etta tyypilliset pesékkeet osottautuvat L. mo-

nocytogenes-bakteereiksi, voidaan tdman perusteella osoittaa agarin spesifisyys.

Metropolia
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PUHTAUSNAYTTEET TUOTENAYTTEET
Fysiologinen suolaliuos
(tikut, liinat) PUNNITUS 25¢g
LPT-liemi 225 ml LPT-lientd
INKUBQINTI 22-30 h INKUBQINTI 26-30 h
30+ 1 °C:ssa 30+ 1 °C:ssa
500 pl LPT-liuskaan Ajetaan VIDAKSELLA 500 pl LPT-I|uskaoan
Kuumennus Kuumennus 131°C:ssa

131°C:ssa |

Jos tulos positiivinen -> viljely rikastuliemestd ALOA-maljalle

10 pl silmukalla

ALOA

INKUBOINTI 48+4 h 37 °C

1-5 pesaketta verimaljalle

VERIMALJA

INKUBOINTI 2412 h 37 °C:ssa

MIKROBIOLOGINEN TULKINTA

Gram-varjays ja APl-testi verimaljalta

Kuva 7. Nayte esikasittelysta analysointiin.
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3.5 API Listeria

API Listeria -liuskassa (BioMeriéux) on kymmenen taskua, joissa on kylmékuivattuja
substraatteja. Taskuihin pipetoidaan bakteerisuspensiota ja liuskaa inkuboidaan 24 h
+37 ‘C:ssa. Inkubaation aikana metaboliatuotteet aiheuttavat spontaanisti tai reagens-
sien lisayksen jalkeen varinmuutoksia, joiden avulla testit tulkitaan. Reaktio luetaan
tulkintataulukon avulla ja identifiointi tapahtuu apiwebin profiilihakemiston perusteella.
Kuvassa 8 on L. monocytogeneksen tunnistus API Listeria -testilla. [10.]

Kuva 8. API Listeria -testin liuska.

Metropolia
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4  Mikrobiologisen menetelmén validointi

Mikrobiologinen menetelmé validoidaan ennen sen kayttdonottoa laboratoriossa. Sen

tarkoituksena on todistaa menetelmé&n tulosten luotettavuus ja oikeellisuus.

4.1 Mikrobiologisten menetelmien epavarmuus

Mikrobiologiset ja kemialliset analyysit eroavat toisistaan teoreettisesti. Kemiallisessa
analyysissa erotetaan analyytti matriisista erilaisilla menettelyilla. Jos analyyttia halu-

taan laimentaa, se tehddan monien vaiheiden kautta.

Mikrobiologiassa tutkittava nayte analysoidaan taustahdiritsijoiden lasnéollessa. Kas-
vualustalla tapahtuu analyytin erottelu. Kasvualustan koostumus ja olosuhteet seka
tutkittavien mikrobikantojen ominaisuuksien vaihtelu vaikuttavat menetelman spesifi-
syyteen. Tutkittava ndyte laimennetaan sellaiselle pitoisuustasolle, jolla on mahdollista
laskea yksittaisten solujen muodostamat pesékkeet mikrobiologisessa maarityksessa.
Soluméaarat naytteessa ovat kymmenesta muutamiin satoihin tutkittavassa maarassa.

Rinnakkaisanalyyseissa solumaarat voivat vaihdella paljon. [11, s. 2.]

Mikrobit ovat elavid organismeja, eika niista pystyta tekeméaan standardisoituja valmis-
teita, joiden todellinen pitoisuus olisi tiedossa. Tasmallisesti oikean tuloksen maaritta-
minen on vaikeaa. Oikeana tuloksena mikrobiologiassa pidetddn menetelman hyvaksy-

tyn arvon ja keskiarvotuloksen lahekkaisyytta.

Naytteen homogenointi saattaa tuhota mikrobeja, ja se onkin yksi suurimmista epa-
varmuustekijoista. Tutkittavasta materiaalista ei saada kuitenkaan mikrobeja taydelli-
sesti irtaantumaan. Taman vuoksi Kiinteitd naytteita tutkittaessa esiintyy voimakasta
hajontaa. Analyysitulosten hajontaa lisdavat myods tyontekijoistd johtuvat tydskentely-
erot, esimerkiksi pesdkkeiden tulkintaerot ja naytteen pipetoinnissa tapahtuvat erot.
Matriisin ominaisuudet seka taustamikrobiston luonne saattavat aiheuttaa ongelmia.
[11,s. 3]
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4.2 Validoinnin suureet

42.1 Oikeellisuus

Mikrobiologiassa analyytti on elavad mikro-organismi. Sen todellista pitoisuutta eiké tu-
losten oikeellisuutta pystytd varmuudella arvioimaan. Sertifioiduilla referenssimateriaa-
leilla maaritetdan oikeellisuus. Referenssimateriaalien valmistajan ilmoitettua pitoisuut-
ta pidetaan oikeana tuloksena. Oikeellisuus joudutaan kuitenkin usein maarittdmaan
kayttamalla sertifioimattomia referenssimateriaaleja tai siirrostettuja naytteita sertifioitu-
jen referenssimateriaalien rajoitetusta saatavuudesta ja kalleudesta johtuen. [11, s. 6 -
7.]

Positiivinen tulos on silloin virhepositiivinen, kun siirrostettu nayte ei sisalla tutkittavaa
mikrobia. Negatiivinen tulos on silloin virhenegatiivinen, kun siirrostettu nayte sisaltaa
tutkittavaa mikrobia. [14, s. 4.]

4.2.2 Toteamis- ja madritysraja

Toteamisraja on pienin tutkittavan mikrobin pitoisuus, joka on mahdollista todeta tar-
kasti. Toteamisraja tulee maarittaa erikseen jokaiselle tutkittavalle matriisille. Mikrobio-
logiassa on mahdollista maarittdd toteamisraja vain kvalitatiiviselle menetelmalle. Nayt-
teisiin siirrostetaan niin pienia mikrobimaaria, ettd osa naytteista antaa positiivisen ja

osa negatiivisen tuloksen. [11, s. 7 - 8.]

Méaaritysraja on alhaisin mikrobipitoisuus, joka pystytaan kvalitatiivisesti maarittamaan
validoitavalla menetelmalld. Kiinteita naytteita tutkittaessa maaritysraja on yleensa mal-
javalulla < 10 pmy/g ja pintalevityksella 100 pmy/g. Nestemaisia naytteita tutkittaessa
maljavalulla 1 pmy/g tai pintalevityksella 10 pmy/g. Maaritysrajaa voidaan tarpeen vaa-
tiessa alentaa lisddmalla naytem&araé ja rinnakkaisia maarityksia. Toteamis- ja maari-
tysrajaan vaikuttavat menetelman selektiivisyys, spesifisyys, mikrobin "tila” naytteessa

seka naytematriisi mikrobistoineen. [11, s. 8.]
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4.2.3 Spesifisyys ja herkkyys

Spesifisyys tarkoittaa menetelméan kykya loytaad tutkittava mikrobi muiden mikrobien
vaikutuksesta huolimatta. Spesifisyys maaraytyy menetelméan alustan koostumuksen ja
kasvuolosuhteiden sek& mikrobikantojen ominaisuuksien vaihtelun perusteella. Mene-
telm&é validoitaessa pitd& oppia tunnistamaan hairitsevien mikrobien joukosta tyypilli-
set pesékkeet. [11, s. 8.]

Herkkyydellda havaitaan menetelman véahaiset mikrobien pitoisuuksien vaihtelut jossa-
kin materiaalissa. Tama ominaisuus on tarkea ja keskeinen osa tehtaessa validointia

uutta menetelmaa kehittdessa. [11, s. 8.]

4.2.4 Ulkoinen patevyys

Tutkimuksia suorittaessa on tarkedad saada varmuudella oikeat tulokset. Onnistuminen
laatutydssé osoitetaan osallistumalla ulkoiseen laadunvarmistukseen, ns. interkalibroin-
teihin. Interkalibroinnissa pateva laboratorio valmistaa naytteitd, jotka tutkitaan muissa
laboratorioissa. Lopuksi tulokset kootaan ja yhdistetaan seké kasitelladn kansainvali-
sesti tunnetulla menetelmalla. Laboratoriot voivat sen jalkeen katsoa, miten omat tulok-
set ovat verrattavissa muiden tuloksiin ja siten saada varmistuksen omien tutkimusten-
sa laadusta. Mikrobiologisten laboratorioiden pitd& osallistua interkalibrointeihin v&hin-
tdan kolmesti vuodessa. Interkalibrointien tarkoitus on poistaa ja selvittda ilmenevia
puutteita. [13, s. 55.]
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5 TyOn suoritus

5.1 Matriisien ja mikrobipitoisuuksien valinta

Mikrobeina kaytetddn ensisijaisesti referenssimateriaaleja, joiden mikrobipitoisuus tun-
netaan. Niiden puuttuessa voidaan kayttdd laboratorion itse tunnetuista kannoista val-
mistamia mikrobisuspensioita. Elintarvikkeet yleensa sisaltavat mikrobeja, joten hairit-

sevia mikrobeja ei tarvitse lisata erikseen.

Kvalitatiivisten menetelmien validoinnissa valitaan tutkittavaksi yleensad mikrobipitoi-
suuksia, joista toinen on lahelld toteamisrajaa ja toinen sitd kymmenenkertaisesti isom-
pi. Toteamisraja selvitetdan siirrostamalla matriisiin eri mikrobipitoisuuksia. Maaritys-

menetelmilla halutaan yleensa I0ytdd myds alhaisimmat mikrobipitoisuudet.

Esikokeessa siirrostettiin L. monocytogenes (7644) -bakteereita laimennoksista 107,
107, 108 ja 10 suvisalaattin. Taman perusteella seuraavaan kokeeseen lisattiin viela
laimennos 10™°, koska 10 antoi positiivisen tuloksen. Positiiviseen vertailunayttee-
seen lisattiin suoraan puskuroidusta peptonivedestd 1 ml L. monocytogenes -kantaa.
Liséksi tutkittin negatiiviset vertailunaytteet ja aerobisten mikrobien kokonaismaara

matriiseista.

Sahalahden laboratoriossa on tehty listeriatutkimuksia paasaantdisesti linatuotteista,
elintarviketuotteista seké puhtausnaytteista. Ensin menetelmaa testattiin pelkalla suvi-
salaatilla. Testien jalkeen valittiin loput kaksi matriisia. Validoitaviksi matriiseiksi valittiin
siis suvisalaatti, kultakinkku ja iso haranjauhelihapihvi, silla ne ovat laboratoriossa ylei-

simpia analysoitavia naytteitd. Matriisit kontaminoitiin taulukon 4 mukaan.

A
e ——

e

Metropolia



19

Taulukko 4. Matriisit ja L. monocytogenes -pitoisuudet.

L. monocytogenes -pitoisuus
(pmy/g)

Matriisi

10°
102
Iso haranjauhelihapihvi 18;
10?
0
10°
102
Kultakinkku 10°
10
10?
0
10°
10°
. . 10°
Suvisalaatti 10t
10°
10?
0
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5.2 Keinotekoiseen kontaminointiin kaytetyn kannan kasvatus ja valmistus

L. monocytogenes -kantaa nuorennettiin sdanndllisesti siirrostamalla puhdasviljelmaa

aina uudelle naudan verimaljalle hajotusviljelyna.

L. monocytogenes -verimaljalta siirrostettiin naudanveriagarille (Tammer-Tutkan Maljat
Oy) puhdasvilielma kontaminointitarkoitukseen. Verimaljaa inkuboitiin 24 h 37 °C:ssa.

Kuvasta 9 huomataan, ettd Listeria monocytogenes -pesékkeitéd ymparoi kapea hemo-

lyysikeh& verimaljalla.

Kuva 9. Kontaminointiin kaytetty L. monocytogenes -kanta verimaljalla.

Naytteiden siirrostusta varten kasvatettiin L. monocytogenes -kantaa peptonivedessa
24 h + 37 °C:ssa. Ensimmaisessa testissad kasvatusliemesta tehtiin laimennokset 9

ml:n laimennoskuppeihin (LabRobot) -9 ja toisessa -10 asti. Ensimmaisessa testissa L.
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monocytogenes -kannan laimennoksista -6, -7, -8 ja -9 viljeltiin 1 ml rinnakkaisille PCA
-maljoille, jotta saataisiin laskettua pesakkeet maljoilta ja saadaan pitoisuus selvitettya.
Toisessa testissa L. monocytogenes -kannan laimennoksista -7, -8, -9 ja -10 viljeltiin 1
ml rinnakkaisille PCA-maljoille. Maljat kasvatettin 3 vrk 30 °C:n lAmpdkaapissa. Ku-

vassa 10 on esitetty laimennossarjan valmistus.

L.monocytogenes -kantaliuos

1ml 1ml 1m| 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

(-6) N (-8) -9 (-10)

Ll
00000000

Levitys kahdelle PCA-maljalle neljdsta laimennoksesta
(1 ml).

Kuva 10. Laimennossarjan valmistus.

5.3 Matriisien keinotekoinen kontaminointi

Ensimmaisessa testissa suvisalaattia punnittiin 25 g kuuteen eri Stomacher-pussiin ja
niihin lisattiin 1 ml L. monocytogenes -kantaa kuvan 11 mukaan. Yksi naytteista on ns.
nollandyte, johon ei siirrostettu. Pusseihin kaadettiin 225 ml (yhdeksan kertainen maa-
rd) LPT-lienta. Pussit sekoitettiin Stomacher-laitteella 1 min ja inkuboitiin + 37 ‘C:ssa 26
h. Toisessa kokeessa periaate on muuten sama, mutta naytetta punnittin 16 g ja siir-
rostettiin 1 ml L. monocytogenes -kantaa ja lisattin 153 ml LPT-lienta, koska LPT-
liemipulloja ei olisi riittanyt, jos matriisia olisi punnittu 25 g. Tama ei vaikuta tulosten

oikeellisuuteen, koska naytteen ja liemen suhde pysyi samana (1:10). Seuraavana péai-
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vana naytteet ajettiin MiniVidaksella. Tulokset ovat tulososiossa. Kuvassa 11 on esitet-

ty L. monocytogeneksen siirrostus matriiseihin.

10%pmy/
g
= 16 g matriisia -
= 1ml .
kantalivosta
= 153 mlLPT- -
lienta

Kuva 11. L. monocytogeneksen siirrostaminen matriiseihin.

102pmy/

16 g matriisia
1 ml 1007

laimennosta

153 mI LPT-

lienta

10" pmy/
g

16 g matriisia
1ml10%-8 -

laimennosta

153 ml LPT-

lienta

5.4 Maljojen lukeminen ja jatkotestit

10%pmy/

16 g matriisia
1ml 10"-9-
laimennosta
153 ml LPT-
lienta

101
pmy/g

16 g matriisia
1 ml 1010
laimennosta
153 ml LPT-
lienta

Negatiivinen
kontroli
0 prmy/g

= 17 g matriisia
= 153 mlLPT-
lienta

ALOA-maljoilta katsottiin inkubointiajan kuluttua, kasvaako niilla L. monocytogenes -

bakteerille tyypillisia sinivihreitd pesakkeitd, joiden ympérillda on saostumaa. Sinisia

pesakkeitd muodostavat myo6s L. innocua, mutta pesakkeiden ymparilla ei ole saostu-

maa. L. ivanovii seké jotkut Bacillus cereus -bakteerit voivat muodostaa samantyyppi-

sia pesakkeita kuin L. monocytogenes. Epaselvien pesakkeiden osalta tehdaan lisates-

teja.

Viidesta eri L. monocytogenes -epadillysta peséakkeesta viljeltin puhtaaksi naudanve-

riagarille. Veriagarien inkuboinnin jalkeen katsottiin, onko bakteeri hajottanut veriagaria

ja jos on, siitd tehtiin API Listeria -testi (BioMeriéux).
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6 Tulokset

Sahalahden laatulaboratoriossa on tehty listeriatutkimuksia jo vuosia. Menetelma on
akkreditoitu elintarvike- ja tuotantoymparistonaytteille 2010 alkaen. Se on standardin
ISO 11290-1 (1996) + muutoslehti (2004); BioMerieuxin Vidas-ohje (AFNOR 1999)
mukainen ja menetelmén kanssa on osallistuttu menestyksekkéasti SLV:n interkalib-

rointehin.

6.1 Oikeellisuus

Kvalitatiivisten menetelmien kohdalla tarkastellaan, todetaanko tutkittava mikrobi eli
antavatko siirrostetut naytteet positiivisen tuloksen ja 0-néyte negatiivisen. Matriiseihin

siirrostettu tunnettu maara L. monocytogenesta vastasi tulosten mikrobilisaysta.

Positiiviset tulokset eivét olleet virhepositiivisia, koska naytteet sisalsivat L. monocyto-
genestd. Tulokset todettin myds ALOA-maljoilta, joilla nakyi sinivinreitd pesakkeita,
joiden ymparilla oli saostumavyohyke. Positiivisuus todettiin myods API Listeria -testilla.
Negatiiviset tulokset eivat olleet virhenegatiivisia, koska naytteet eivat siséltdneet L.
monocytogenestd. Tulokset todettin myos ALOA-maljoilta, joissa ei ndkynyt L. mono-
cytogenekselle tyypillisia pesakkeita. Tuloksia verrattin LIS-menetelman antamiin tu-

loksiin.

Nollanaytteet kasiteltiin siirrostusvaiheessa viimeisend, koska ne paljastaisivat mahdol-
lisen tapahtuvan kontaminaation analyysin aikana. Kaikista matriiseista analysoitiin
nollanaytteet, joihin ei liséatty L. monocytogenesta. Talla tavoin saadaan selville mat-
riseissa mahdollisesti kasvavat listeriabakteerit. Nollandytteista ei havaittu listeriaa,

joten naytteet eivat sisaltdneet itsessaan listeriabakteereita.

Tutkittiin 32 elintarvike- ja ymparistonaytetta rinnakkain LPT- ja LIS-menetelmalla. Tu-
lokset ovat verrattavissa toisiinsa. Ainoastaan kahdessa naytteessa oli vastakkainen
tulos. Niista tehtiin uusintatutkimukset, joista toisen tulos todettiin positiiviseksi. Nayt-
teesta 21 tehtiin viela toisen kerran uusi tutkimus, jonka tulos oli myds negatiivinen.
LIS-menetelmélla tutkitun naytteen 21 positiivisen tuloksen RFV-arvo oli vain 492 ja
testiarvo 0,16; listeriapitoisuus on hyvin pieni. Taman perusteella voidaan todeta, etta

y =
e ——

/e
Metropolia



24

aina ei valttamatta tutkittaessa l6ydy listeriaa, silld se on vain osassa naytetta, eika

kaikkialla naytteessa. Luettelo analysoiduista naytteista on liitteessa 3.

6.2 Toteamis- ja maaritysraja

Alhaisin pitoisuus, josta L. monocytogenes todettiin, oli noin 7 pmy. Listeriaa todettiin
kaikissa matriiseissa, joihin oli siirrostettu 7 pmy. Ainoastaan isosta haranjauhelihapih-

vista pystyttiin osoittamaan alhaisempi pitoisuus 1 pmy/g.

Neljasta laimmeimmasta siirrostuslaimennoksista tehtiin viljely PCA-maljoille siirrostus-

suspensioiden mikrobipitoisuuden maarittamiseksi. Kuvassa 12 on esitetty laimennos-

sarjan PCA-maljatulokset.

Kuva 12. Puskuroidussa peptonivedessa inkuboidun (+ 37 C, 24 h) L. monocytogenes -

kannan laimennossarjan pesékkeiden lukumaarat PCA-alustalla.

Taulukossa 5 on esitetty rinnakkaisten maljojen L. monocytogenes -pitoisuuksien kes-

kiarvo seka siirrostettujen naytteiden VIDAS-tulokset.
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Taulukko 5. Siirrostettu L. monocytogenes -bakteerin maara seka VIDAS-analyysien tu-

lokset. + positiivinen VIDAS-tulos; - negatiivinen VIDAS-tulos.

VIDAS-tulos

L. monocytogenes - | Suvisalaatti | Iso haranjauheliha- | Kultakinkku
pitoisuus /nayte pihvi

700 000 000 pmy + + +

62 pmy + + +

7 pmy + + +

1 pmy - + -

0.1 pmy - - -

0 pmy - - -

6.3 Spesifisyys ja herkkyys

Menetelma on spesifi, silla siirrostettu L. monocytogenes 16ytyi naytteesta taustasta
huolimatta. Matriiseista tutkittiin myds kokonaismikrobit, joista ilmeni, ettd matriiseissa
itsessaan kasvoi muita mikrobeja. Siirrostamaton nollandyte ei mydskaan antanut posi-

tiivista tulosta.

Elatusaineen ansiosta ei-haluttujen bakteerikantojen kasvu estyy muun muassa litium-
kloridin avulla. ALOA-maljan listeriaspesifisyys ilmenee L. monocytogeneksen (-
glukosidaasiaktiviteetista, jonka vaikutuksesta kromogeenisen substraatin hydrolyysi
aiheutti sinivihrean varin pesdkkeille. Fosfolipaasiaktiivisuuden johdosta aiheutui taas

halo L. monocytogenes -pesakkeen ymparille.

6.4 Ulkoinen patevyys

Menetelmé&n ulkoinen patevyys osoitettiin osallistumalla SLV:n jarjestamaan vertailuko-

keeseen. Vertailukokeen suoritti laborantti Minna Kuusniemi.
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SLV:n lahettdma pakkaus sisélsi kolme putkea, jotka olivat tuntemattomia naytteita.
Jokainen viali laimennettiin ennen analyyseja. Naytteet analysoitiin Vidas LIS- ja LTP-
menetelmilla. Nayte 1 ei sisdltanyt ollenkaan listeriaa. Nayte 2 sisalsi L. monocytoge-
nesté ja nayte 3 sisalsi L. ivanoviitd seka L. seeligerid. LPT-menetelman tulokset olivat

tasmalleen samanlaiset kuin SLV:n.

LPT-menetelmalla tutkittiin kolme néytetta, joista kaksi oli positiivisia. Kaikista siirrostet-
tiin naytettda ALOA-maljoille. Naytteen 1 maljalla ei kasvanut mitédén, niin kuin Vidas
totesi. Naytteen 2 maljalla kasvoi sinivihreita pesakkeitd, joiden ymparilla kellertavaa
saostumaa, mika on L. monocytogenekselle tyypillista. Naytteen 3 maljalla kasvoi myos
sinivihreita pesakkeita, joiden ymparilla oli kellertavaa saostumaa. Sinivihreiden pesak-
keiden p&aalla kasvoi muutama valkoinen pesake. Naytteiden 2 ja 3 maljoilta siirrostet-
tiin naudan verimaljolle viljelmat viidesta pesakkeesta. Inkuboinnin jalkeen tehtiin API-
testit. API-testissa ilmeni, ettd nayte 2 sisélsi L. monocytogenesta 98,5 %:n tunnistuk-
sella. Naytteen 3 API-testissa tunnistettiin listeria 99,9 %:n todennakoisyydella L.

ivanoviiksi.

LIS-menetelmalla kolmesta naytteesta vai yksi antoi positiivisen tuloksen. Vidas ei to-
dennut ollenkaan listeriaa naytteessa 3, vaikka se sisdlsi L. ivanoniitd ja L. seeligeria.

Nayttesta 3 tehtiin uusi tutkimus, jonka tulos oli positiivinen.
Tarkastelemalla tarkemmin Vidaksen antamaa tulostusraporttia, havaittin naytteen 3
osalta, ettd sen TV- sekd RFV-arvot ovat hiukan koholla, mutta eivat ylittdneet TV 0,05

raja-arvoa, jolloin tulos on negatiivinen. Taulukossa 6 on tulokset Listeria spp osalta.

Taulukko 6. SLV:n, LPT:n ja LIS:n tulokset koottuna.

Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3
SLV - L. monocytogenes L. ivanovii
L. seeligeri
LPT - L. monocytogenes L. ivanovii
LIS - L. monocytogenes 1. -
2. L. ivanovii
-
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6.5 Ajan kayton ja kustannusten vertailu

LPT-menetelmasséa kaytetty LPT-Kitti, joka sisaltdd 60 liuskaa seka 60 karkea, maksaa
318 e. LPT-liemipullo maksaa noin 3,5 e. Yksi tutkimus maksaa siis 8,8 e. LPT-

menetelmalla tulos saadaan jo seuraavana paivana.

LIS-menetelméssa kaytetty LIS-kitti maksaa noin 360e. Fraser-putket (20 kpl), joissa
on Fraser-lientd maksaa noin 23 e. Esirikastukseen kaytettava Y-fraser-jauhepurkki
(500 g) maksaa noin 75 e. Y-fraserliemeen kuuluvat kaksi suplementtia, jotka maksa-
vat 5,3 e. (Rikastusliemen valmistukseen 1 | kuluu 55 g jauhetta ja kaksi suplementti-
pulloa, ja yhteen tutkimukseen menee 225 ml lientd). Yksi tutkimus maksaa noin 10 e.
Tuloksen saantiin kuluu 4 vrk. (Ensimmaisena paivana homogenoidaan nayte rikastus-
liemeen ja annetaan kasvaa + 30 C:ssa 24 h, jolloin se siirretddn %-fraserputkeen ja
jatketaan inkubointia 37 ‘C:ssa kaksi paivaa, jonka kuluttua nayte voidaan ajaa MiniVi-

daksella.)
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7 Paatelmat

Opinnaytety6n tarkoituksena oli osoittaa, etta Saarioisen laboratoriossa kaytetaan LPT-
menetelm&a luotettavasti ja silla saadaan oikeita tuloksia. Validointi suoritettiin siirros-
tamalla L. monocytogenes -bakteereita kolmeen eri naytematriisiin. Matriiseita analy-

soitiin uudella menetelmalla ja tuloksia verrattiin siirrostettuun listeriapitoisuuteen.

Analysoitu maaritysraja on riittava ja silla pystytdan osoittamaan pienetkin mikrobipitoi-
suudet taustakasvun joukosta. Menetelman toimivuutta tutkittiin 32 rinnakkaisella elin-
tarvike- ja ymparistonaytteelld, joista positiivisiksi todettiin 12. SLV:n interkalibroinnissa
todettiin L. monocytogenesté oikeasta tuntemattomasta naytteesta sekd LPT- etta LIS-

menetelmilla. Mydskaén eri matriisit eivat vaikuttaneet menetelman toimivuuteen.

Listerian tutkiminen LPT-menetelmallda on nopeaa ja helppoa, silla tutkimuksissa kayte-
taan valmiita reagensseja. Taman ansiosta tulos saadaan jo seuraavana tutkimuspai-
vana. Validoinnin perusteella testattua listerian todentamismenetelméa voidaan pitaa
patevand osoittamaan Listeria spp -bakteerit erilaisista elintarvike- ja ymparistonayt-

teista.
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ALOA-agarin koostumus

ALOA-agarin valmistaminen:

Liite 1
1(1)

Liuotetaan 70,5 g HALO10-kuivaelatusainetta (Harlequin Listeria Chromogenic Agar,

120119/101) 950 ml:aan tislattua vettd. Valmistetaan elatusainekeittimella 15 min 121

°C:ssa ja jadhdytetdéan 48 - 50 °C:seen.

Lisataan kaksi lisdainepulloa X072-

supplementtia (lot. 299891), jotka ovat liuotettu 5 ml:aan tislattua vetta. Lisataan viela

kaksi lisdainepulloa 48 - 50 °C:een esilammitettyd X010-supplementtia (lot. 122294).

pH saadetdan 1 mllla HCI 7,3 + 0,2. L. monocytogeneksella testataan aina maljaeran

toimivuus.
HALO10 X072-supplementti | X010-supplementti
Batch number 120119/101 Lot. 299891 Lot. 122294
reagenssit g/l reagenssit | mg/l | reagenssit mg/I
peptoni 18,0 | polymyxin B | 10 sykloheksimidi 50
tryptoni 6,0 | ceftazidiimi |20 nalidiksiinihappo | 20
hiivauute 10,0 | (ceftazidime) Fosfatidyyli- ~600
litiumkloridi 10,0 inositoli
natriumkloridi 5,0
vedetdn dinatriumvetyor- | 2,5
tofosfaatti
natriumpyruvaatti 2,0
glukoosi 2,0
kaliumglyserofosfaatti 1,0
magnesiumsulfaatti 0,5
x-glukosidi 0,05
agar 13,5
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LPT-liemen koostumus

LPT-liemi sisdltda seuraavat aineet:

Reagenssi Maara (g)
enstymaattinen uute eldimen kudoksesta | 5,0
entsymaattinen naudan kaseiiniuute 5,0
lihauute 5,0
hiivauute 5,0
puskuri 18,32
litiumkloridi 6,0
suolasekotus 11,2
glukoosi 2,0
akriflaviini 0,0125
nalidiksiinihappo 0,01
tislattu vesi 1000

Liite 2
1(1)
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32 rinnakkaisen naytteen tutkimustulokset

Liite 3
1(1)

Tutkimuspaivamaarét (aloitettu/todettu) | Tulokset (negatiivinen/positiivinen)
Néayte LIS LPT LIS LPT
Nayte 1 28.9.2012/5.10.2012 27.5./28.5. Positiivinen Positiivinen
Nayte 2 27.5/30.5 27.5./28.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 3 27.5./30.5. 27.5./28.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 4 27.5./30.5. 27.5./28.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 5 27.5./30.5. 27.5./28.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 6 29.5./30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 7 29.5./30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 8 29.5./30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 9 29.5/30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 10 29.5/30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 11 29.5/30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Néayte 12 29.5/30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 13 29.5/30.5. 29.5./30.5. Negatiivinen Negatiivinen
Néayte 14 3.6./6.6. 3.6./4.6. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 15 3.6./6.6 3.6./4.6. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 16 3.6./6.6 4.6./5.6. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 17 28.9.2012/3.10.2012 4.6./5.6 Positiivinen Positiivinen
Nayte 18 12.6./15.3. 12.6./13.6. Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 19 5.8/8.8 5.8/6.8 Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 20 5.8/8.8 5.8/6.8 Negatiivinen Negatiivinen
Nayte 21 24.6/27.6 6.8/7.8 Positiivinen Negatiivinen
Nayte 22 17.7/20.7 6.8/7.8 Positiivinen Negatiivinen
Nayte 23 2.10.2012/5.10.2012 6.8/7.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 24 2.10.2012/5.10.2012 6.8/7.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 25 2.10.2012/5.10.2012 6.8/7.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 26 2.10.2012/5.10.2012 6.8/7.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 27 9.10.2012/12.10.2012 6.8/7.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 28 7.8/12.8 7.8/8.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 29 7.8/12.8 7.8/8.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 30 7.8/12.8 7.8/8.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 31 7.8/12.8 7.8/8.8 Positiivinen Positiivinen
Nayte 32 7.8/12.8 7.8/8.8 Negatiivinen Negatiivinen
Uusintatutkimukset
Nayte 21 8.8/9.8 Negatiivinen
13.8/14.8 Negatiivinen
Nayte 22 8.8/9.8 Positiivinen
-
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